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灰树花多糖硫酸酯化衍生物的制备与抑制

犎犕犈犆迁移的作用

毛逸嵘，　张　易，　张红霞，　翁　亮，　张红锋
（华东师范大学 生命科学学院，上海　２０００６２）

摘要：灰树花（犌狉犻犳狅犾犪犳狅狀犱狅狊犲）高浓缩精粉经热水提取，９５％乙醇沉淀，获得水溶性灰树花粗

多糖ＧＦＰ．ＧＦＰ依次经ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ阴离子交换树脂及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚糖凝胶分离纯

化得到 ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ 及 ＧＦＰ１Ｌ３ 种不含蛋白质的葡聚糖纯品，其分子量依次为

１．０９×１０５，１．９３×１０４ 和２．７６×１０３Ｄａ．采用吡啶氯磺酸法对其进行硫酸酯化修饰，硫酸酯化

衍生物ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ及 ＧＦＰ１ＬＳ的红外光谱分析表明，３个样品均在１２３６．９０ｃｍ１和

８１１．８１ｃｍ－１有硫酸酯键的特征吸收峰，１３ＣＮＭＲ证明Ｃ６上的羟基被酯化．并且ＧＦＰ１ＦＳ的

硫酸酯化程度最高，其取代度ＤＳ为１．０７；ＧＦＰ１ＭＳ与ＧＦＰ１ＬＳ的硫酸酯化程度相当，ＤＳ分别

为０．６６和０．６１．划痕法实验结果表明，经１０００μｇ／ｍＬ的ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ及ＧＦＰ１ＬＳ处

理２４ｈ后向划痕区迁移的细胞数明显减少，分别为对照组的７３．３３％，３４．１７％和６７．２１％，均具

有抑制人微血管内皮细胞（ＨＭＥＣ）迁移的活性，其中 ＧＦＰ１ＭＳ的效果最为显著，这可能与

ＧＦＰ１ＭＳ所具有的复杂分支结构有关．
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０　引　　言

在肿瘤生长、侵袭和转移的一系列过程中，血管的形成可以为肿瘤组织提供营养物质和

氧气，还为肿瘤细胞的血行转移提供通路［１］，因此抑制肿瘤血管的形成对于抗肿瘤具有重要

意义．肿瘤血管的形成是血管内皮细胞、基底膜成分和肿瘤细胞等多种成分相互作用的结

果，肿瘤细胞通过释放血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）激活内皮细胞，同时产生蛋白酶降解基底

膜，促使内皮细胞增殖、迁移．目前多数学者认为肿瘤血管内皮是由周围正常组织的血管内

皮增生、迁移和分化形成的［２］，它是邻近肿瘤细胞的组织中的正常内皮细胞，遭受肿瘤微环

境的刺激，持续不断的增生，发生形态和功能的变化而形成肿瘤血管内皮．因此血管内皮细

胞成为抗肿瘤药物研究的靶点之一．本文将从灰树花（犌狉犻犳狅犾犪犳狉狅狀犱狅狊犪）多糖的硫酸酯化

衍生物对人微血管内皮细胞（ＨＭＥＣ）迁移能力的影响，来研究其抗肿瘤活性．

已有研究表明，一些多糖，如昆布多糖［３］及岩藻衣多糖［４］具有抑制血管生成的作用．

ＫｏｊｏａｎａｇｉＳ等
［４］实验结果显示，天然的岩藻衣多糖和过硫酸酯化岩藻衣多糖都能阻断

ＶＥＧＦ１６５与人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）的结合，从而抑制 ＨＵＶＥＣ的生长、迁移、成管和

新生血管的生成，其中硫酸酯化岩藻衣多糖的抑制作用更加明显．目前研究发现，经硫酸酯

化修饰的灰树花多糖具有显著的抗病毒、抗炎症、抗肿瘤及抗凝血的活性［５８］．灰树花多糖硫

酸酯化衍生物的抗肿瘤作用主要表现在增强免疫功能进而间接杀灭肿瘤细胞，或直接抑制

肿瘤细胞生长两个方面［６，９］．史宝军等
［１０］实验结果表明，灰树花多糖硫酸酯化衍生物Ｓ

ＧＡＰＰ能抑制肿瘤细胞ＳＧＣ７９０１的增殖，并促使细胞凋亡．关于灰树花多糖硫酸酯化衍

生物对血管内皮细胞迁移能力的影响尚未见报道．本文从灰树花高浓缩精粉水提物中获得

不含蛋白且主要含有α糖苷键的３个葡聚糖组分，并对其进行硫酸酯化修饰，利用划痕法

（Ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇａｓｓａｙ）初步探讨灰树花多糖硫酸酯化衍生物对血管内皮细胞迁移的作用．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

灰树花高浓缩精粉由上海童童食品有限公司提供；ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２为 Ｗｈａｔｍａｎ产品；

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００为上海喜润化学工业有限公司产品；Ｔ系列Ｄｅｘｔｒａｎ标准葡聚糖为Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ产品；氯磺酸、吡啶、甲酰胺、三氟乙酸（ＴＦＡ）、硼氢化钠和乙酸酐等试剂均为国产分

析纯．

人微血管内皮细胞（ＨＭＥＣ）购自美国ＡＴＣＣ公司，用含２０％胎牛血清的 Ｍｃｄｂ１３１培

养基进行传代培养．

３９
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紫外可见光分光光度计 ＵＶＶＩＳ８５００ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（上海天美科学仪器有限公

司）；ＨＰＬＣ 色谱仪 １１００ 化学工作站 （ＢｅｃｋｍａｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），色谱柱为 ＴＳＫＧＥＬ

Ｇ４０００ＰＷ（ＸＬ）（ＴＯＳＯＨ）；气质联用分析仪ＴｈｅｒｍｏＦＩＮＮＩＧＡＮ（ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏ

ｒａｔｉｏｎ），气相色谱柱为Ｒｔｘ５ＭＳ（１５ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；红外光谱分析仪ＮＩＣＯＬＥＴ

ＮＥＸＵＳ６７０ＦＴＩＲ（ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；核磁共振波谱分析仪ＢｒｕｋｅｒＤＲＸ５００

（ＢｒｕｋｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）．

１．２　灰树花多糖的分离与纯化

灰树花多糖的分离纯化流程如图１所示．灰树花高浓缩精粉１００ｇ溶于１Ｌ开水中，趁

热过滤，加入３倍体积的９５％乙醇，４℃静置２４ｈ，倾去上清液，沉淀依次用两倍体积的无水

乙醇和丙酮洗涤以脱去水分，４０℃下烘干得灰树花粗多糖ＧＦＰ３９．８２９ｇ，得率为３９．８％．

取一定量ＧＦＰ溶于１０倍体积的水中，离心除去不溶物后，上ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ阴离子交换

柱．糖类化合物分子中含有许多醇羟基而具有弱酸性和极性，可与强碱性阴离子交换树脂发

生离子交换作用而被吸附．中性多糖不与吸附剂交换而自然流出，酸性多糖含有羧基，吸附

在纤维素离子交换树脂上，可用ＮａＣｌ梯度溶液作为洗脱剂将酸性多糖从树脂上洗脱下来，

达到酸性多糖与中性多糖分离提纯的目的．因此依次用水、０．１，０．２，０．４和０．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ

溶液洗脱，苯酚浓硫酸法检测各管糖含量，合并各流分．减压浓缩后对蒸馏水透析（透析袋

型号 ＭＤ４５（２０００）），内液冷冻干燥，得到水洗组分 ＧＦＰ１，为中性多糖，以及０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ洗脱组分ＧＦＰ２为酸性多糖，０．２～０．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱时未得到其它组分（见图２）．

ＧＦＰ１溶于０．１ｇ／Ｌ叠氮化钠溶液中，上ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱（２．６ｃｍ×７０ｃｍ），经０．１ｇ／Ｌ叠氮

化钠溶液洗脱，依次得到ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ３个多糖组分．

１．３　多糖纯度及分子量的测定

将ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ配成１ｍｇ／ｍＬ水溶液，４００～２００ｎｍ紫外扫描，观察

在２８０ｎｍ处是否有紫外吸收，检测蛋白含量．

采用高效凝胶渗透色谱法（ＨＰＧＰＣ）测定多糖分子量．ＨＰＬＣ色谱仪由ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ

ｔｅｒＳｙｓｔｅｍＧｏｌｄ５０８自动进样器，Ｇｏｌｄ１２６ｇｒａｄｉｅｎｔＨＰＬＣ泵及Ｓｅｄｅｘ７５ＥＬＳＤ检测器构

成．色谱柱为ＴＳＫＧＥＬＧ４０００ＰＷ（ＸＬ），流动相为０．００３ｍｏｌ／ＬＮＨ４ＡＣ，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，

样品浓度为０．２％（狑／狏），进样量１０μＬ．用Ｔ系列Ｄｅｘｔｒａｎ（Ｔ５００，Ｔ７０，Ｔ４０和Ｔ１０，Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ）制作标准曲线，标准曲线方程为ｌｇ犕＝－０．４１３６狓＋１２．２５，根据分子量与保留时间

ＲＴ的关系，即可算出多糖的平均分子量．

１．４　糖基组成分析

取ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ各２ｍｇ，溶于４ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＴＦＡ中，１１０℃下封管水

解１．８ｈ，加甲醇反复减蒸发缩至干．产物溶于２ｍＬＨ２Ｏ中，取５μＬ进行ＴＬＣ分析确定是

否含有糖醛酸（如含糖醛酸会显示粉红色斑点）．剩余部分加入２５ｍｇＮａＢＨ４，室温下还原

２ｈ，间歇振荡，用乙酸中和至无气泡产生，反复加甲醇减压蒸发至完全干燥．于１００℃下干

燥１５ｍｉｎ，加入２ｍＬ乙酸酐，１００℃反应１ｈ．反复加甲苯减压蒸发除去乙酸酐，产物经氯

仿萃取，水洗４次，氯仿层经无水硫酸钠干燥，浓缩至５０μＬ后进行ＧＣＭＳ分析
［１１］．

气相分析仪为ＦＩＮＮＩＧＡＮＴｒａｃｅＧＣＵｌｔｒａ，质谱分析仪为ＦＩＮＮＩＧＡＮＴｒａｃｅＤＳＱ．气

相色谱柱为ＤＢ５ＭＳ毛细管柱（１５ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ），进样量１μＬ，流速１ｍＬ／ｍｉｎ．

温度设定从１２０℃到２５０℃，１０℃／ｍｉｎ，在到达２５０℃后保持１０ｍｉｎ．
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图１　灰树花多糖分离纯化流程图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍｅｆｏｒｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１ＭａｎｄＧＦＰ１Ｌ

图２　ＧＦＰ在ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ上的洗脱图

Ｆｉｇ．２　ＥｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧＦＰｏｎＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅｃｏｌｕｍｎ

１．５　硫酸酯化修饰

采用吡啶氯磺酸法对ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ及ＧＦＰ１Ｌ进行硫酸酯化修饰
［１１］，各取５０ｍｇ

加入５ｍＬ甲酰胺，室温下磁力搅拌１５ｍｉｎ，加入１．３３ｍＬ吡啶，然后逐滴加入０．６７ｍＬ氯磺

酸，室温下搅拌２ｈ．反应液于４０℃下保温４ｈ，之后加入１０ｍＬ甲醇，最后用２．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ

调节ｐＨ至７．０．反应液对水透析，经浓缩、冻干后即得相应的硫酸酯化衍生物，分别命名为

ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ和ＧＦＰ１ＬＳ．

１．６　硫酸基含量测定及取代度（犇犛）计算

硫酸基含量测定采用氯化钡明胶浊度法
［１２］．精确量取０，０．０４，０．０８，０．１２，０．１６和
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０．２ｍＬ标准硫酸钠溶液于具塞试管中，补加１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ至体积为０．２ｍＬ，分别加入

３．８ｍＬ３％三氯乙酸（狑／狏）和１ｍＬ氯化钡明胶试剂，混匀后于室温下静置１５ｍｉｎ，以不含

标准液的０号管作为空白管，测定３６０ｎｍ下的吸光度．以含硫的质量为横坐标，吸光度为纵

坐标，得标准曲线．

称取各硫酸酯化衍生物４．５ｍｇ于具塞试管中，加入１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ４．５ｍＬ，１００℃下水

解２．５ｈ，冷却至室温后取０．２ｍＬ进行测定，后续操作同标准曲线测定过程．根据标准曲线

计算出硫的含量犛％．

样品取代度的计算公式为：犇犛＝１．６２×犛％／（３２－１．０２×犛％）；犛％为Ｓ含量．

１．７　红外光谱分析

取１ｍｇ样品，溴化钾压片，于４０００～５００ｃｍ
１进行红外扫描．

１．８　核磁共振分析

取 ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ，ＧＦＰ１Ｌ，ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ 和 ＧＦＰ１ＬＳ 各 ４０ ｍｇ，溶于

０．５ｍＬＤ２Ｏ中，置于Φ５ｍｍ核磁管中，ＴＭＳ作内标，５００ＭＨｚ核磁仪于室温下测定．

１．９　血管内皮细胞运动能力实验（划痕法）

利用划痕法研究血管内皮细胞的迁移运动［１３］．ＨＭＥＣ细胞以８×１０５／孔接种至６孔板

中，细胞在３７℃５％ＣＯ２ 培养箱中常规培养１ｄ，至细胞长满９０％．换成含１％胎牛血清的

培养基进行同步化处理１２ｈ．然后，用１ｍＬ的灭菌枪头进行十字划痕，划痕后用ＤＨａｎｋ’ｓ

液润洗两次，洗去浮起的细胞．每孔加入１ｍＬ含１％胎牛血清的培养基，实验组分别加入灰

树花多糖及其硫酸酯化衍生物（用含１％血清的培养基配制），终浓度为１ｍｇ／ｍＬ．将培养板

放入ＣＯ２ 培养箱，３７℃５％ＣＯ２ 常规培养２４ｈ．

划痕后即刻在倒置相差显微镜下拍照，标记划痕宽度．培养２４ｈ后再次拍照，人工计数

迁移至划痕区的细胞数．以空白对照组表示为１００％，各实验组与对照组相比得出迁移细胞

数的相对百分率．

２　结果与讨论

２．１　多糖的分离纯化与结构初探

２．１．１　多糖的分离与纯化

经过沸水提取，９５％乙醇沉淀，ＤＥＡＥＣｅｌｌｕｌｏｓｅ阴离子交换色谱分离，得到水洗组分

ＧＦＰ１．再经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚糖凝胶色谱纯化，依次获得３个组分———ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１

Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ．用碘碘化钾试剂检测均不显蓝色，表明其不为淀粉．

ＨＰＧＰＣ结果显示，ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ 和ＧＦＰ１Ｌ均表现为对称的单峰（见图３），说明

三者都为均一组分．根据标准曲线方程和样品的保留时间，计算平均分子量，ＧＦＰ１Ｆ，

ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ的分子量依次为１．０９×１０５，１．９３×１０４和２．７６×１０３Ｄａ（见表１）．

紫外扫描的结果显示，ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ 和ＧＦＰ１Ｌ在２８０ｎｍ处均无紫外吸收，说明

所得到的３个多糖组分都不含有蛋白质．

２．１．２　糖组成分析

ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ３个样品经ＴＦＣ完全水解后，ＴＬＣ分析未看到粉红色斑

点，表明均不含有糖醛酸，为中性多糖．ＧＣＭＳ分析结果表明，３个样品的谱图均显示一个

单峰，与标准品葡萄糖的谱图对比，３个样品均完全由葡萄糖组成，即为葡聚糖（见图４）．
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图３　ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ的 ＨＰＧＰＣ图谱

Ｆｉｇ．３　ＨＰＧＰＣｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１ＭａｎｄＧＦＰ１Ｌ

表１　犌犉犘１犉，犌犉犘１犕和犌犉犘１犔在犎犘犌犘犆检测中的保留时间及相应的分子量

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｒｅｔａｉｎｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ ＆ＧＦＰ１ＬｉｎＨＰＧＰＣ

样品 保留时间（ＲＴ）／ｍｉｎ 分子量／Ｄａ

ＧＦＰ１Ｆ １７．４３６ １．０９×１０５

ＧＦＰ１Ｍ １９．２５４ １．９３×１０４

ＧＦＰ１Ｌ ２１．２９９ ２．７６×１０３

２．１．３　ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ结构分析

红外光谱显示ＧＦＰ１Ｆ在８４７．５９ｃｍ１处有吸收峰，１ＨＮＭＲ谱显示ＧＦＰ１Ｆ的 Ｈ１信

号在δ５．４０７ｐｐｍ，表明ＧＦＰ１Ｆ为α葡聚糖．
１３ＣＮＭＲ结果显示，Ｃ１信号在δ９９．７０２ｐｐｍ，

表明为α１，４糖苷键．在δ６０．３７０ｐｐｍ有一个较强的Ｃ６信号，在δ６９．２２４ｐｐｍ有一个较弱

的Ｃ６信号，说明有极少量的Ｃ６取代．Ｃ４，Ｃ３，Ｃ５及Ｃ２信号分别在δ７６．６５８ｐｐｍ，

δ７２．７８８ｐｐｍ，δ７１．４４２ｐｐｍ及δ７０．２８８ｐｐｍ（见图５ａ）．由此初步判断ＧＦＰ１Ｆ具有α１，４

糖苷键的主链和极少量α１，６糖苷键的分支．
１ＨＮＭＲ结果显示ＧＦＰ１Ｍ 的Ｈ１信号有３个，分别在δ５．３４３ｐｐｍ，δ５．０５９ｐｐｍ和

δ４．９１７ｐｐｍ．前两个信号均大于５ｐｐｍ，属于α构型的特征，而第３个信号小于５ｐｐｍ，属于

β构型的特征
［１１］，因此，ＧＦＰ１Ｍ的结构中α和β两种构型同时存在．ＧＦＰ１Ｍ 的

１３ＣＮＭＲ

结果显示，Ｃ１信号共有４个，依次在δ９８．９５３ｐｐｍ，δ９９．１７３ｐｐｍ，δ１００．８９５ｐｐｍ 和
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δ１０３．５４６ｐｐｍ，前３个信号属于α构型，为α１，４糖苷键；而第４个信号与β１，４葡聚糖的

Ｃ１信号相吻合
［１１］，进一步表明ＧＦＰ１Ｍ 含有α和β两种构型的糖苷键．Ｃ６信号出现在

δ６２．０１９ｐｐｍ 和δ６８．０８５ｐｐｍ，说明 Ｃ６位有取代．Ｃ４，Ｃ３，Ｃ５和 Ｃ２信号分别在

δ７８．１１７ｐｐｍ，δ７４．３５９ｐｐｍ，δ７２．６５９ｐｐｍ和δ７１．４３９ｐｐｍ（见图５ｂ）．由此初步判断ＧＦＰ１

Ｍ具有α１，４糖苷键的主链和少量α１，６糖苷键的分支以及β１，４糖苷键的分支．

图４　标准葡萄糖，ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ的糖组成分析ＧＣ图

Ｆｉｇ．４　ＧＣｐａｔｔｅｒｎｏｆｓｕｇａｒｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ ＆ＧＦＰ１Ｌ

红外光谱分析结果显示，ＧＦＰ１Ｌ在８４８．３４ｃｍ１处有吸收峰，１Ｈ ＮＭＲ谱结果显示

ＧＦＰ１Ｌ的Ｈ１信号在δ５．３３２ｐｐｍ，表明ＧＦＰ１Ｌ为α葡聚糖．ＧＦＰ１Ｌ的
１３ＣＮＭＲ结果显

示Ｃ１信号在δ１０１．２５２ｐｐｍ，Ｃ６信号在δ６１．６８８ｐｐｍ，Ｃ４，Ｃ３，Ｃ５和Ｃ２信号分别在

δ７９．０６７ｐｐｍ，δ７５．２５２ｐｐｍ，δ７３．９５８ｐｐｍ和δ７１．１９５ｐｐｍ（见图５ｃ），表明ＧＦＰ１Ｆ为α１，

４连接的葡聚糖，但用碘碘化钾检测无显色反应，说明不是直链的１，４葡聚糖，可能存在支

链结构．ＳｈｉＬｅｉ
［１４］等分离到一种带有１，６分支结构的α１，４葡聚糖，其

１３ＣＮＭＲ谱图与

ＧＦＰ１Ｌ的非常相似，虽然这种葡聚糖中含有１，６糖苷键，但并未出现Ｃ６位上发生取代的

信号，这可能与１，６糖苷键在整条糖链中所占的比例有关，根据文献
［１２］一般认为取代基含

量少于５％，还是不能出现信号的．据此推测，ＧＦＰ１Ｌ可能是含有极少量１，６连接分支结构

的α１，４葡聚糖．
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２．２　硫酸酯化衍生物制备

２．２．１　硫酸酯化程度分析

ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ经硫酸酯化后的含硫量及犇犛如表２所示．３个样品中，

ＧＦＰ１ＦＳ的硫酸酯化程度最高，犇犛为１．０７；而ＧＦＰ１ＭＳ与ＧＦＰ１ＬＳ的硫酸酯化程度相

当，犇犛分别为０．６６和０．６１．

表２　犌犉犘１犉犛，犌犉犘１犕犛和犌犉犘１犔犛的硫酸酯化程度

Ｔａｂ．２　Ｄｅｇｒｅｅｓｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ（犇犛）ｏｆＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ＆ＧＦＰ１ＬＳ

Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ Ｓｕｌｆａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｓ／％ 犇犛

ＧＦＰ１ＦＳ １２．６０ １．０７

ＧＦＰ１ＭＳ ９．２３ ０．６６

ＧＦＰ１ＬＳ ８．７６ ０．６１

２．２．２　硫酸酯化衍生物的红外光谱分析

比较硫酸酯化前后的红外光谱可以看出，３ 种硫酸酯化产物的红外光谱均在

１２３６．９０ｃｍ１显示出不对称的Ｓ＝Ｏ键振动吸收峰，在８１１．８１ｃｍ１显示出对称的ＣＯＳ伸

缩振动吸收峰，这些都是硫酸酯键的特征吸收峰．同时，还可以看出在３４００ｃｍ１附近的羟

基吸收峰有所降低，表明部分羟基已被酯化，证明ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ已修饰形成

硫酸酯化衍生物ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ和ＧＦＰ１ＬＳ．

２．２．３　硫酸酯化衍生物的
１３ＣＮＭＲ分析

对比ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ和ＧＦＰ１Ｌ硫酸酯化前后的１３ＣＮＭＲ谱图，３个样品经过硫酸

酯化修饰后Ｃ６信号均由修饰前的δ６１ｐｐｍ左右移至δ６６ｐｐｍ左右的位置，且硫酸酯化前

在δ６１ｐｐｍ的信号均完全消失（见图５），表明ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ 和ＧＦＰ１Ｌ上原先未发生

取代的Ｃ６上几乎都与硫酸基成酯．

另外，ＧＦＰ１ＦＳ与ＧＦＰ１ＬＳ的１３ＣＮＭＲ谱图显示，这两个样品的Ｃ１信号均向高场位

移大约４ｐｐｍ，提示Ｃ２上可能发生硫酸基的取代，由此对β碳增进屏蔽，使其信号向高场

方向移动［１５］．同时在１Ｈ ＮＭＲ谱图上看到 Ｈ１信号向低场位移大约０．５ｐｐｍ，还在
１３Ｃ

ＮＭＲ谱图上看到ＧＦＰ１ＦＳ与ＧＦＰ１ＬＳ的Ｃ３信号为两个小峰，即向低场方向裂解出一个

峰．这些都可能是受Ｃ２上硫酸基取代的影响而出现的．但是Ｃ２位上羟基的硫酸酯化修饰

的相当微弱的．

从硫酸酯化产物的１３ＣＮＭＲ结果可以看出，α１，４葡聚糖的硫酸酯化反应中Ｃ６位上

羟基的反应活性远大于Ｃ２位置上的羟基，甚至Ｃ６位上羟基的可以全部被硫酸酯化修饰，

这与前人的研究结果一致［１６］．

２．３　硫酸酯化衍生物对ＨＭＥＣ细胞迁移能力的影响

划痕法是一种模拟体外愈伤模型设计的考察细胞迁移运动能力的实验，可从二维水平

上衡量药物对细胞迁移能力的影响［１２］．本文分别用１０００μｇ／ｍＬ的ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ 及

ＧＦＰ１Ｌ作用 ＨＭＥＣ细胞２４ｈ，发现各组细胞均向划痕区爬行，组间没有显著差异（照片未

列在本文中），说明３个多糖组分没有抑制ＨＭＥＣ迁移的作用．

分别用１０００μｇ／ｍＬ的ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ和ＧＦＰ１ＬＳ作用ＨＥＭＣ细胞２４ｈ，镜检

记录ＨＭＥＣ向划痕区迁移的细胞数．由图６可以看出，Ｃｏｎｔｒｏｌ组的划痕区基本上已经被爬

出的 ＨＥＭＣ细胞所占据．与此相比，经ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１ＭＳ和ＧＦＰ１ＬＳ处理后向划痕区
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迁移的细胞数明显减少，分别为对照组的７３．３３％，３４．１７％和６７．２１％，其中 ＧＦＰ１ＭＳ对

ＨＭＥＣ细胞迁移的抑制效果最为显著（犘＜０．０１），比ＧＦＰ１ＦＳ与ＧＦＰ１ＬＳ的抑制效果强

一倍，而且细胞爬出的距离也相对最短．

图５　ＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ，ＧＦＰ１Ｌ及其硫酸酯化衍生物的 １３ＣＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ．５　
１３ＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｓｏｆＧＦＰ１Ｆ，ＧＦＰ１Ｍ，ＧＦＰ１Ｌａｎｄｔｈｅｉｒｓｕｌｆａｔｅｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

实验结果表明，３个灰树花多糖样品对 ＨＥＭＣ细胞迁移没有影响，而其硫酸酯化衍生

物具有明显的抑制细胞迁移的作用．ＣｈｅｎｇＪＪ
［１７］等利用划痕实验发现１０００μｇ／ｍＬ的樟芝

多糖能抑制牛主动脉内皮细胞（ＢＡＥＣ）的迁移运动．ＫｏｊｏａｎａｇｉＳ等
［４］在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实

验中发现，天然的岩藻衣多糖和过硫酸酯化岩藻衣多糖均能抑制 ＨＵＶＥＣ 的迁移，

１００μｇ／ｍＬ岩藻衣多糖处理后迁移细胞数是对照组的７５．２％，１００μｇ／ｍＬ过硫酸酯化岩藻

衣多糖处理后迁移细胞数是对照组的５６．１％．天然的岩藻衣多糖本身具有一定的硫酸基团，

其含硫量为３２．６％，由此表现出抑制细胞迁移的活性，而过硫酸酯化岩藻衣多糖的含硫量为

５６．７％，其抑制作用则更为明显．本文制备的灰树花多糖硫酸酯化衍生物ＧＦＰ１ＦＳ，ＧＦＰ１

ＭＳ和ＧＦＰ１ＬＳ的含硫量分别为１２．６％，９．２３％和８．７６％，以ＧＦＰ１ＭＳ的抑制效果最为显

著，由于ＧＦＰ１ＭＳ是三者中分支结构最复杂的，所以结果提示，灰树花多糖硫酸酯化衍生

物对细胞迁移的抑制作用不仅与硫酸酯化修饰有关，还可能与ＧＦＰ１ＭＳ所具有的复杂分

支结构有关．
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第４期 毛逸嵘，等：灰树花多糖硫酸酯化衍生物的制备与抑制 ＨＭＥＣ迁移的作用

图６　灰树花多糖硫酸酯化衍生物作用２４ｈ对 ＨＭＥＣ细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｌｆａｔｅｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｎＨＭＥＣｍｉｇｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒ２４ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：　各组照片中两条纵线表示划痕宽度；与ｃｏｎｔｒｏｌ相比，ＧＦＰ１ＭＳ有极显著差异

（犘＜０．０１），ＧＦＰ１ＦＳ和ＧＦＰ１ＬＳ有显著差异（犘＜０．０５）
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